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百菌清抗独特型单域抗体库和抗独特型单

域抗体及其应用

(57)摘要

本发明公开了一种百菌清抗独特型单域抗

体库和抗独特型单域抗体及其应用，属于基因工

程和免疫工程技术领域。本发明由百菌清单域抗

体库筛选获得百菌清单域抗体后，再次免疫小

鼠，取其脾脏提取RNA，利用噬菌体展示技术，以

大肠杆菌TG1为宿主菌，构建百菌清抗独特型单

域抗体库。本发明利用噬菌体筛选技术对该抗体

库进行筛选，获得与百菌清具有竞争结合活性的

抗独特型单域抗体，并且节约了抗体制备的成

本，容易制备大量抗体，还方便了以后对已获得

抗体的改造；为百菌清的检测提供了绿色免疫检

测方法，减少检测方法对操作人员的危害，减少

了有机物质的使用，具有十分广泛的应用前景。
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1.一种百菌清抗独特型单域抗体库，其特征在于，以百菌清单域抗体为免疫原，免疫小

鼠后测定效价，选取效价高的小鼠，提取其脾脏RNA，逆转录成cDNA；用重链通用引物扩增VH

基因片段，将其与载体连接，转化进入大肠杆菌TG1中，获得百菌清抗独特型单域抗体库。

2.一种百菌清抗独特型单域抗体，其特征在于，根据权利要求1获得的百菌清抗独特型

单域抗体库构建噬菌体库，以百菌清单域抗体为包被原，通过负筛选和竞争洗脱结合获得

单域抗体，并对单域抗体进行可溶性表达，获得百菌清单域抗体。

3.权利要求2所述的百菌清抗独特型单域抗体在检测百菌清中的应用。
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百菌清抗独特型单域抗体库和抗独特型单域抗体及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及基因工程和免疫工程技术领域，更具体的说是涉及一种百菌清抗独特

型单域抗体库和抗独特型单域抗体及其应用。

背景技术

[0002] 百菌清是一种取代苯类杀菌剂，化学名称2,4,5 ,6-四氯-1 ,3-苯二甲腈，分子式

C8Cl4N2。百菌清的作用机制主要是破坏真菌细胞的三磷酸甘油醛脱氢酶活性，使其正常的

新陈代谢受到破坏，被广泛的应用于蔬果、谷物及经济作物上的真菌病害防治。百菌清具有

一定的急性和慢性毒性，在环境中较稳定，具有明显的蓄积毒性。由于百菌清的广泛使用，

其残留问题也引起了广泛的关注。

[0003] 农药小分子的检测除了采用精密仪器检测，还可以采用免疫分析方法，精密仪器

检测灵敏度和准确度都很高，但是，样品前处理复杂，对设备要求高，检测成本高，对大量样

品进行检测时优势不明显；免疫分析方法正好可以弥补精密仪器检测的不足之处，实现对

样品快速、经济、高通量的检测。抗体是免疫分析的重要组成部分，完整的抗体有两条重链

和两条轻链构成，重轻链的可变区对抗原的结合起到了关键的作用。除了完整的抗体，抗体

的片段如Fab、scFv、DAB，也可用于免疫检测。

[0004] 抗体决定簇有三种：同种型、同种异型和独特型。同种型决定了抗体型与亚型；同

种异型决定了种间抗体的多样性；独特型决定了与不同抗原的结合特异性。1963年Oudin等

发现了一种既不同于同种型，也不同于同种异型的抗原决定簇，将其称为idiotype，意为个

体基因型，现译为独特型。1974年丹麦学者Jerne提出了免疫网络学说，机体受到外来抗原

刺激，淋巴细胞被激活，产生抗体Ab1，随之识别Ab1的淋巴细胞被激活，产生抗独特型抗体

Ab2，还可以有Ab3、Ab4等抗体产生，在体内构成了复杂的Id与anti-Id网络。能够识别Ab1独

特型决定簇的Ab2即为抗原的抗独特型抗体。抗独特型抗体在免疫分析方法中可以被用作

抗原或标准物的替代品，建立绿色免疫分析方法，为抗原合成提供了新途径。抗独特型抗体

类型有三种：多克隆抗体、单克隆抗体、基因工程抗体。噬菌体展示技术是目前比较成熟、应

用相对广泛的基因抗体技术。20世纪80年代，噬菌体展示技术逐步建立并发展起来，该系统

可以将抗体基因表达在重组噬菌体衣壳蛋白的表面，通过多轮亲和筛选，分离获得目的抗

体。

[0005] 噬菌体展示技术的优势主要体现在基因型与表型的统一，噬菌体展示技术以噬菌

体或噬菌粒为载体，将外源多肽或蛋白质基因整合到噬菌体基因组中，外源基因以融合形

式表达并展示在噬菌体的表面，实现了对蛋白(表型)和基因型的同步筛选。但是，目前关于

百菌清抗独特型抗体库的构建研究尚属空白；因此，提供一种百菌清抗独特型单域抗体库

和抗独特型单域抗体及其应用是本领域技术人员亟需解决的问题。

发明内容

[0006] 有鉴于此，本发明提供了一种百菌清抗独特型单域抗体库和抗独特型单域抗体及
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其应用，为百菌清的免疫检测提供一种百菌清抗独特型单域抗体库，利用筛选获得的抗独

特型单域抗体建立百菌清的绿色免疫检测方法。

[0007] 为了实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0008] 本发明中百菌清单域抗体是以百菌清-NH2-KLH作为免疫原免疫小鼠，构建鼠源重

链抗体库，以百菌清-OH-OVA作为包被原筛选获得。

[0009] 抗独特型抗体的筛选：采用负筛选和竞争洗脱相结合的方法扩增获得抗独特型单

域抗体库，用百菌清单域抗体包被6孔板，作为阳性孔，未包被的孔作为阴性孔，利用2％

MPBS封闭2h，首先将扩增的抗独特型抗体库加入阴性孔中，孵育1h，小心吸出加入阳性孔中

孵育1h，未结合的噬菌体被洗涤，与百菌清单域抗体结合的噬菌体用百菌清单域抗体进行

竞争洗脱，经3轮筛选即可获得高亲和性抗独特型抗体。

[0010] 抗独特型抗体的可溶性表达：提取阳性克隆质粒，酶切后连接到pET26b质粒上，选

取大肠杆菌BL21作为宿主菌，利用IPTG进行诱导表达，表达周质经镍柱纯化即可获得可溶

性的抗独特型抗体。

[0011] 抗独特型单域抗体的应用：建立百菌清竞争绿色免疫检测方法，利用origin软件

进行四参数拟合，获得竞争抑制曲线，建立回归方程，计算IC50。

[0012] 经由上述的技术方案可知，与现有技术相比，本发明公开提供了一种百菌清抗独

特型单域抗体库和抗独特型单域抗体及其应用，由百菌清单域抗体库筛选获得百菌清单域

抗体后，再次免疫小鼠，取其脾脏提取RNA，利用噬菌体展示技术，以大肠杆菌TG1为宿主菌，

构建百菌清抗独特型单域抗体库。本发明利用噬菌体筛选技术对该抗体库进行筛选，获得

与百菌清具有竞争结合活性的抗独特型单域抗体，并且节约了抗体制备的成本，容易制备

大量抗体，还方便了以后对已获得抗体的改造；为百菌清的检测提供了绿色免疫检测方法，

减少检测方法对操作人员的危害，减少了有机物质的使用，具有十分广泛的应用前景。

附图说明

[0013] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本

发明的实施例，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据

提供的附图获得其他的附图。

[0014] 图1附图为本发明百菌清免疫原合成路线图；

[0015] 图2附图为本发明百菌清免疫原紫外光谱图；

[0016] 图3附图为本发明百菌清包被原合成路线图；

[0017] 图4附图为本发明百菌清包被原紫外光谱图；

[0018] 图5附图为本发明百菌清单域抗体制备中总RNA电泳检测结果；

[0019] 图6附图为本发明重链可变区基因电泳图；

[0020] 其中，1-8为8个重复；CK为采用蒸馏水代替模板；

[0021] 图7附图为本发明百菌清单域抗体筛选部分单克隆ELISA结果；

[0022] 其中，1-4为挑取的不同单克隆，深灰为阳性孔值，浅灰为阴性孔值；

[0023] 图8附图为本发明百菌清单域抗体可溶性表达重组菌的PCR鉴定结果；

[0024] 其中，1-4为挑取的四个单克隆；CK为采用蒸馏水代替模板；
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[0025] 图9附图为本发明百菌清单域抗体的纯化蛋白电泳图；

[0026] 图10附图为本发明抗独特型抗体总RNA电泳检测结果；

[0027] 其中1-3为3个重复；

[0028] 图11附图为本发明抗独特型单域抗体重链可变区基因PCR结果；

[0029] 其中，1-7为扩增获得的目的条带；CK为蒸馏水替代模板；

[0030] 图12附图为本发明抗独特型单域抗体筛选部分克隆ELISA结果；

[0031] 其中，1-4为挑取的不同单克隆，深灰为阳性孔值，浅灰为阴性孔值；

[0032] 图13本发明抗独特型单域抗体可溶性表达重组菌的PCR鉴定结果；

[0033] 其中，1-5为挑取的四个单克隆；CK为采用蒸馏水代替模板；

[0034] 图14附图为本发明百菌清抗独特型单域抗体的纯化蛋白电泳图；

[0035] 图15附图为本发明竞争抑制曲线。

具体实施方式

[0036] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于

本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他

实施例，都属于本发明保护的范围。

[0037] (一)百菌清单域抗体的获取

[0038] 实施例1免疫原和包被原的合成

[0039] 根据半抗原设计原则，对百菌清进行结构修饰，先分别引入氨基和羟基功能团，随

后再分别引入KLH(Keyhole  LimpetHemocyanin，血蓝蛋白)和OVA(Ovalbumin，鸡卵白蛋白)

作为完全抗原，具体合成路线如下：

[0040] 免疫原的合成路线：称取百菌清200mg溶于10mL二氯甲烷，加入10mL乙二胺和40mL

水，室温搅拌24h，用水洗二氯甲烷层，之后减压蒸馏除去溶剂，得到黄绿色残留物即为CTN-

NH2。利用戊二醛法合成CTN-NH2-KLH(免疫原)，反应路线见图1。称取50mg  CTN-NH2溶于4mL 

DMF中，加入5mL  9mg/mL  KLH的PBS溶液中，充分搅拌后滴入40μL戊二醛，4℃搅拌过夜，离心

去沉淀，透析后冻干备用。紫外扫描图见图2。

[0041] 包被原的合成路线：称取百菌清200mg和76mg氟化钾，溶于8mL乙二醇溶液中，90℃

加热24h，冷却后加入10g冰水，分离沉淀并风干的白色固体即为CTN-OH。利用羰基咪唑法合

成CTN-OH-OVA(包被原)，反应路线见图3。50mg  CTN-OH，溶于2mL  DMF中，加入等量1,1’-羰

基咪唑，室温搅拌3h，将反应液缓慢加入pH  9.51的OVA碳酸盐缓冲液中，4℃磁力搅拌4h，透

析后冻干备用。紫外扫描图见图4。

[0042] 实施例2免疫小鼠脾细胞RNA的提取和cDNA的合成

[0043] 6-8周龄Balb/c雌性小白鼠，饲养1-2周，初次免疫前1周，进行尾部静脉采血制备

阴性血清，用制备好的免疫原(CTN-NH2-KLH)免疫小鼠。首先将抗原(CTN-NH2-KLH)和等体积

的弗氏佐剂利用注射器来回推动进行乳化，直至混合液呈均匀的乳白色。制备血清时，将采

取的新鲜血液室温下静置1-2h，4℃过夜，4℃、10000g/min离心10min，收集上清液即为多抗

血清。测定多抗血清效价，选择效价高的小鼠，将完整脾脏取出，去除脂肪和结缔组织，剪碎

放入经DEPC水处理的研钵中，加入液氮研磨，加入Trizol室温静置5min，上清中加入氯仿，
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充分混匀后静置15min，12000g离心15min，取上层水相加入异丙醇，充分混匀后静置10min，

沉淀用75％乙醇悬浮，8000g离心5min，室温干燥，用RNase-free  ddH2O水溶解沉淀即为

RNA，琼脂糖凝胶电泳检测，电泳结果如图5所示。利用反转录试剂盒(北京索莱宝科技有限

公司)按照说明书操作反转录获得cDNA。

[0044] 实施例3百菌清单域抗体库的构建

[0045] 以实施列2中获得的cDNA为模板，利用重链可变区通用引物(见表1，其中HB为上游

引物，HF为下游引物)扩增获得鼠源重链可变区基因。PCR反应体系：2×Mixs(南京诺唯赞生

物科技有限公司)25μL，上下游引物各2.5μL，模板5μL。PCR反应条件：95℃预变性5min；95℃

变性30s，56℃退火1min，72℃延伸1min，反应循环35次；72℃延伸10min。PCR电泳结果如图6

所示。利用PCR纯化试剂盒(北京全式金生物技术有限公司)对PCR产物进行纯化后，利用Nco

Ⅰ和NotⅠ进行双酶切，使用大连TaKaRa公司的DNA连接试剂盒连接酶切后的PCR产物和pR2载

体，电转化到大肠杆菌TG1(本实验室保存)中。

[0046] 表1重链可变区通用引物

[0047]

[0048] 注：简并碱基符号：K＝G/T；R＝A/G；M＝A/C；S＝G/C；Y＝C/T；W＝A/T。

[0049] 实施例4百菌清单域抗体库的筛选

[0050] 将实施例3中构建的百菌清单域抗体库，投入到2×TY-A-G(1L培养基中含16g胰蛋

白胨，10g酵母提取物，5gNaCl，Amp终浓度为100μg/mL，Kan终浓度为50μg/mL，1％的葡萄糖)

中，37℃振荡培养至OD600nm＝0.4，加入KM13辅助噬菌体(本实验室保存)，37℃水浴30min，

3200g离心10min，弃上清，500mL  2×TY-A-K-G重悬，25℃过夜培养。过夜培养物3200g离心

30min，取上清加入PEG/NaCl，混匀后冰浴1h；3200g离心30min，弃上清；沉淀用5mL  PBS重

悬，加入1mL  PEG/NaCl，冰浴30min；3200g离心30min，弃上清；1mL  PBS重悬沉淀，3200g离心
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5min，用0.45μm已灭菌滤膜过滤，获得噬菌体库。4℃短时间保存，加甘油后可置于-70℃冰

箱长时间保存。

[0051] 用1mL的CTN-OH-OVA包被6孔板，4℃包被过夜；与此同时包被OVA作为阴性孔进行

负筛选；用PBS缓冲液洗孔3次，再用2％的MPBS封闭过夜；封闭后用PBS洗孔3次，加1mL噬菌

体库于阴性孔中，室温温和振荡孵育1h；再将噬菌体库加入阳性孔中同时加2％的MPBS，室

温温和振荡孵育1h；用PBST洗液洗孔10次，洗去未结合的噬菌体，结合的噬菌体用百菌清竞

争洗脱，室温条件下孵育20min。培养E.Coli  TG1至OD600nm＝0.4；取1.5mL菌液，加入500μL竞

争洗脱液(含50μg/mL百菌清的PBS溶液)，37℃水浴侵染1h；侵染结束后3200g离心5min，用

200μL  2×TY(胰蛋白胨16g，酵母提取物10g和NaCl  5g，定容至1L，高压灭菌备用。)重悬菌

体，将菌体全部涂布在TYE-A-G(经高压灭菌的TYE培养基冷却至60℃左右，加入终浓度为

100μg/mL的Amp和1％的葡萄糖，混匀后倒平板。TYE：胰蛋白胨10g，酵母提取物5g，NaCl  8g，

琼脂粉15g，定容至1L，高压灭菌备用。)平板上，37℃培养过夜。同时测定洗脱液的滴度。用

2mL  2×TY将上述过夜生长的菌体从TYE-A-G平板上刮起，一半加入500mL  2×TY-A-G(4％)

中培养至OD600nm＝0.4，加入KM13辅助噬菌体侵染，侵染后过夜培养；另一半保存于-70℃；过

夜培养物的上清用PEG/NaCl沉淀，扩增的库用于下一轮的筛选，共进行四轮筛选，四轮筛选

投入产出比见表2。

[0052] 表2四轮筛选的产出投入比

[0053]

[0054] 实施例5阳性克隆的验证

[0055] 挑取实施例4最后一轮筛选获得的单克隆，分析其ELISA结果。以包被CTN-OH-OVA

的孔为阳性孔，包被OVA的孔为阴性孔，次日PBST洗板3次后，利用OVA  37℃封闭2h；洗板，加

入噬菌体，孵育1h；洗板，加入HRP标记的抗M13酶标二抗，孵育1h；洗板，加入TMB显色液，显

色约15min，加入2mol/L硫酸终止反应；利用酶标仪测定OD450nm。OD阳性/OD阴性>2.1的克隆

视为阳性克隆。部分ELISA结果见图7，其中1-4是挑取的不同单克隆，深灰为阳性孔值，浅灰

为阴性孔值。经ELISA鉴定为阳性的单克隆进行PCR验证，同时用E.Coli  TG1作为阴性对照，

引物见表3，反应体系见表4，PCR条件为：94℃条件下预变性3min；94℃条件下变性40s，60℃

条件下退火40s，72℃条件下延伸40s，重复30个循环；72℃条件下延伸10min。结果发现，在

约350bp处有明显条带，证明筛选获得的克隆，展示了完整的单域抗体片段。

[0056] 表3验证引物序列
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[0057]

[0058] 表4PCR反应体系

[0059]

[0060] 实施例6百菌清单域抗体的可溶性表达

[0061] 将实施例5中获得的阳性克隆培养过夜，利用质粒小提试剂盒对过夜菌的质粒进

行提取，再进行PCR扩增(引物及体系同表3、4，反应条件同实施例5)，获得大量的目的条带。

利用PCR产物纯化试剂盒对PCR产物进行纯化。对PCR纯化产物和pET26b质粒进行双酶切

(Nco Ⅰ和Not Ⅰ)，37℃酶切过夜，80℃保温1h使酶失活。利用胶回收试剂盒对酶切质粒的大

片段进行胶回收，利用PCR产物纯化试剂盒对PCR产物的酶切产物进行纯化。将胶回收后的

酶切质粒和纯化后的目的片段利用T4DNA连接酶16℃连接过夜。取5μL连接产物转化100μL 

E.coli  BL21感受态细胞，冰上孵育30min，42℃热激60s，再次冰浴2min，加入900μL  2×TY，

37℃250rpm复苏1h，吸取适量培养液涂TYE-K(TYE-K：经高压灭菌的TYE培养基冷却至60℃

左右，加入终浓度为50μg/mL的Kna混匀后倒平板。)的板子，培养过夜。从过夜培养的平板上

挑取重组菌，液体培养后进行PCR鉴定(引物及体系同表3，4)。PCR反应条件为：94℃条件下

预变性5min；94℃条件下变性1min，55℃条件下退火1min，72℃条件下延伸1min，总共进行

30个循环；最后72℃条件下延伸10min。电泳结果如图8所示，其中1-4为挑取的四个单克隆。

经PCR验证含有完整目的片段的菌株过夜培养，提取质粒后进行双酶切鉴定和PCR鉴定。对

重组菌进行IPTG诱导表达，将重组菌过夜培养后，取500μL转接到50mL  2×TY-K-G的液体培

养基中，37℃250rpm培养至对数后期，加入终浓度为1mmol/L的IPTG  30℃200rpm过夜诱导

表达。10000g离心10min收集过夜培养的菌体，加入5mL  TES，冰浴30min，加入12mL无菌水，

冰浴30min，10000g离心10min，所得上清即含有单域抗体。利用镍亲和柱对其进行纯化，获

得百菌清单域抗体，纯化蛋白电泳图见图9。

[0062] (二)百菌清抗独特型抗体库的构建和百菌清抗独特型抗体的获取

[0063] 实施例7免疫小鼠脾细胞RNA的提取和cDNA的合成

[0064] 用百菌清单域抗体免疫小鼠，首先将抗原和佐剂进行乳化，得到油包水乳剂。免疫

一周后进行采血，测定多抗血清效价，选择效价高的小鼠，取脾脏，去除脂肪和结缔组织，将

脾脏剪碎放入盛有液氮的研钵中进行研磨，加入Trizol室温静置5min，取上清加入氯仿充
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分混匀，静置15min，12000g离心15min，取水相加入异丙醇，充分混匀，静置10min，沉淀用

75％乙醇重悬，8000g离心5min，室温干燥，沉淀用RNase-free  ddH2O水溶解即为含RNA的溶

液，利用琼脂糖凝胶电泳进行检测，结果如图10所示。利用反转录试剂盒按照反转录试剂盒

说明书进行操作，反转录获得cDNA。

[0065] 实施例8抗独特型抗体库的构建

[0066] 以实施例7中合成的cDNA为模板，利用重链可变区通用引物扩增获取重链可变区

基因，重链可变区PCR反应条件：①95℃预变性，5min；②95℃变性，30s；③57℃退火，1min；

④72℃延伸，1min；②-④反应循环30次；⑤72℃延伸10min。PCR扩增结果如图11所示。

[0067] 利用PCR纯化试剂盒对PCR产物进行纯化，对纯化后的PCR产物利用NcoⅠ和NotⅠ进

行双酶切，使用TaKaRa公司的DNA连接试剂盒连接酶切后的PCR产物和pR2载体，利用电转仪

将构建的载体电转化到大肠杆菌TG1中，构建抗独特型抗体库。

[0068] 实施例9抗独特型单域抗体的筛选

[0069] 将实施例8获得的抗独特型单域抗体库菌液投入到2×TY-A-G培养基中，37℃振荡

培养至OD600nm＝0.4，加入辅助噬菌体KM13，37℃水浴30min，3200g离心10min，弃上清，沉淀

用500mL  2×TY-A-K-G重悬，25℃培养过夜。过夜培养物3200g离心30min，取上清加入四分

之一体积的PEG/NaCl，混匀后冰浴1h；再次离心，弃去上清，5mL  PBS重悬沉淀，加入1mL 

PEG/NaCl操作同上，1mL  PBS重悬沉淀，3200g离心5min去除残留的细胞碎片，用0.45μm无菌

滤膜过滤。4℃短时间保存，加甘油后可置于-70℃冰箱长期保存。

[0070] 用1mL百菌清单域抗体包被6孔板，4℃包被过夜；同时包被脱脂奶粉作为阴性孔进

行负筛选；PBS缓冲液洗孔3次，2％的MPBS封闭过夜；封闭后用PBS洗孔3次，加1mL噬菌体库

于阴性孔中，室温振荡孵育1h；将噬菌体库从阴性孔吸出加入阳性孔中同时加2％的MPBS，

室温振荡孵育1h；用PBST洗液洗孔15次，洗去未结合的噬菌体，结合的噬菌体用百菌清单域

抗体进行竞争洗脱，室温条件下孵育20min。筛选进行的同时培养新鲜的E.coli  TG1至

OD600nm＝0.4；取1.5mL新鲜菌液，加入500μL竞争洗脱液，37℃水浴侵染1h；3200g离心5min收

集菌体，200μL  2×TY重悬菌体，将菌液涂布于TYE-A-G平板上，37℃培养过夜。同时进行洗

脱液滴度测定。用2mL2×TY培养基将上述过夜培养的菌体从TYE-A-G平板上刮起，一半加入

500mL  2×TY-A-G培养基中培养至OD600nm＝0.4，加入辅助噬菌体KM13，侵染后转入2×TY-A-

K-G培养基中过夜培养；另一半保存于-70℃；过夜培养物的上清用PEG/NaCl沉淀，扩增的库

用于下一轮的筛选，共进行四轮筛选。四轮筛选投入产出比见表5。

[0071] 表5四轮筛选的产出投入比

[0072]

[0073] 实施例10阳性克隆的验证

[0074] 实施例9最后一轮筛选获得的克隆，进行ELISA验证，分析ELISA结果。以包被百菌
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清单域抗体的孔为阳性孔，包被脱脂奶粉的孔为阴性孔，次日PBST洗板3次后，用2％脱脂奶

粉37℃封闭2h；PBST洗板，加入扩增的噬菌体，孵育1h；PBST洗板，加入HRP标记的抗M13酶标

二抗，孵育1h；PBST洗板，加入TMB显色液，显色15min左右，加入2M硫酸终止反应；利用酶标

仪测定OD450nm。OD阳性/OD阴性>2.1的克隆即为阳性克隆。ELISA鉴定结果如图12所示。经

ELISA鉴定为阳性的单克隆再进行PCR验证，同时用E.coli  TG1作为阴性对照，验证筛选获

得的克隆是否展示了完整的抗体片段。结果发现，在约350bp处有明显条带，证明筛选获得

的克隆，展示了完整的抗独特型单域抗体片段。

[0075] 实施例11抗独特型单域抗体的可溶性表达

[0076] 将实施例10获得的阳性克隆过夜培养，利用质粒小提试剂盒提取质粒，再进行PCR

扩增，获得大量的目的条带。利用PCR产物纯化试剂盒对其进行纯化。分别对PCR纯化产物和

pET26b质粒进行双酶切，37℃酶切过夜，80℃1h灭酶。利用胶回收试剂盒对酶切质粒的大片

段进行胶回收，再次利用PCR产物纯化试剂盒对PCR产物的酶切产物进行纯化。将胶回收后

的酶切质粒和纯化后的目的片段利用T4连接酶进行连接，16℃连接过夜。取连接产物化转

E.coliBL21感受态细胞，37℃250rpm复苏1h，吸取适量培养液涂TYE-K的板子，过夜培养。挑

取重组菌，液体培养，进行菌液PCR鉴定，鉴定结果见图13。经PCR验证含有完整目的片段的

菌株过夜培养，提取质粒后进行双酶切鉴定。对验证过的重组菌进行IPTG诱导表达，将重组

菌过夜培养后，取1mL转接到100mL  2×TY-K-G的液体培养基中，37℃250rpm培养至对数后

期，加入终浓度为0.6mM的IPTG  30℃200rpm诱导表达18h。10000g离心10min收集菌体，加入

10mL  TES，冰浴30min，加入24mL无菌水，冰浴30min，10000g离心10min，上清即是抗独特型

单域抗体的周质。利用His-trap  FF纯化柱对其进行纯化，获得百菌清抗独特型单域抗体，

纯化蛋白电泳图见图14。

[0077] 实施例12抗独特型单域抗体的应用

[0078] 100μL百菌清单域抗体4℃过夜包被ELISA板子，2％MPBS  37℃封闭1h。50μL系列倍

比稀释(0.039、0.078、0.156、0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10μg/mL)的百菌清标准品与50μL

抗独特型单域抗体混匀，一起加入ELISA板子中，室温孵育1h。PBST洗板，加入100μL  1:

5000HRP标记的抗His酶标二抗，室温孵育1h，再次洗板，加入100μL  TMB显色液，显色15min，

加入50μL  2mol/L硫酸终止反应，用酶标仪读取OD450nm。利用origin软件进行四参数拟合，获

得竞争抑制曲线，建立回归方程，计算IC50。拟合曲线如图15所示，IC50为0.262μg/mL。

[0079] 对所公开的实施例的上述说明，使本领域专业技术人员能够实现或使用本发明。

对这些实施例的多种修改对本领域的专业技术人员来说将是显而易见的，本文中所定义的

一般原理可以在不脱离本发明的精神或范围的情况下，在其它实施例中实现。因此，本发明

将不会被限制于本文所示的这些实施例，而是要符合与本文所公开的原理和新颖特点相一

致的最宽的范围。
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序列表

<110>  河南科技学院

<120> 百菌清抗独特型单域抗体库和抗独特型单域抗体及其应用

<160>  16

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  1

catgccatgg  ggctcgtgca  ggtkcaggtg  magcagtcwc  g  41

<210>  2

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  2

catgccatgg  ggctcgagct  ggarcaggtg  rwgsagtcwg  g  41

<210>  3

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  3

catgccatgg  ggcccgagta  ggtcaaactg  cagsggyctg  g  41

<210>  4

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  4

catgccatgg  ggctctagga  ggtgmcgctg  gtgaartcyg  g  41

<210>  5

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  5

catgccatgg  ggctcgagga  rgtgawgstg  gtggagtctg  g  41

<210>  6

<211>  41

<212>  DNA
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<213>  Artificial  Sequence

<400>  6

catgccatgg  ggttcgagga  rgtgcagctk  cagtagtcag  g  41

<210>  7

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  7

catgccatgg  ggctcaagga  gttccaggtg  carcagtcmg  krsc  44

<210>  8

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  8

catgccatgg  tgcgcaagga  ggttcagctk  cagcagtctg  krgc  44

<210>  9

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  9

catgccatgg  gacgccagga  rgtkaarctk  stmgagtctg  g  41

<210>  10

<211>  40

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  10

ttgcggccgc  gaattagtkr  rsggactgtg  agagtggtkc  40

<210>  11

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  11

ttgcggccgc  ggtcttgttg  mrgaracagt  gaccrkrgtc  c  41

<210>  12

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  12

ttgcggccgc  gcacttgttg  tggagacrgt  gactgwggtt  c  41
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<210>  13

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  13

ttgcggccgc  gtactagawc  magaracrgt  rasrgtggtr  c  41

<210>  14

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  14

ttgcggccgc  gcacaagtyg  aggagacggt  gaccrkggts  c  41

<210>  15

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  15

ctttagtggt  acctttctat  gcgg  24

<210>  16

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial  Sequence

<400>  16

cgaattcaga  tcctcttctg  aga  23
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摘要(译)

本发明公开了一种百菌清抗独特型单域抗体库和抗独特型单域抗体及其
应用，属于基因工程和免疫工程技术领域。本发明由百菌清单域抗体库
筛选获得百菌清单域抗体后，再次免疫小鼠，取其脾脏提取RNA，利用
噬菌体展示技术，以大肠杆菌TG1为宿主菌，构建百菌清抗独特型单域
抗体库。本发明利用噬菌体筛选技术对该抗体库进行筛选，获得与百菌
清具有竞争结合活性的抗独特型单域抗体，并且节约了抗体制备的成
本，容易制备大量抗体，还方便了以后对已获得抗体的改造；为百菌清
的检测提供了绿色免疫检测方法，减少检测方法对操作人员的危害，减
少了有机物质的使用，具有十分广泛的应用前景。
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